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酵素標識抗体法による人血清中IgM,IgA,IgG
リウマチ因子の測定値について
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ThemeasurementofRheumatoidFactor(RF)hasbeenavaluabletoolindiagnosingRheumatoid
Arthritis(RA)formanyyears.SinceWaaler'sdiscoveryoftheRF,manystudieshavebeencarriedout.
Intherecentyearsstudieshavebeenshownthatthereisnosuchcorrelationbetweenthelevelofthe
RFtitersanddiseaseactivity.InthisreportwehavemeasuredthelgM-RF,IgA-RFandlgG-RFby
anEnzymelinkedimmunosorbentassay(EuSA)for144normalhumarlSeraand50patientssera.
Atthesametimewehavemeasuredthetitersofgelatinparticleagglutination(RAPA)andtheLatex
agglutination(RA-test).ThevalueofIgG-RFhavebeenmostcorrelatedtothetitersofRAPA(r-0.
9037).UsingthisELISAtechnictodetectlgM-,IgA-andlgG-RF,havebeenaviablemoreclearlythe
activtyandthestageofRheumatoiddisease.
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1.は じめ に
慢性関節リウマチ (Rheumatoid Arthritis:
RA)患者血清中に特異的に出現する因子として
命名されたリウマチ因子 (Rheumatoidfactor:
RF)1),2)は,現在では各種動物のIgGにaffinityの
ある,人のIgGのFc部分に主として反応する自
己抗体であることが判明し3),4),RA以外の自己免
疫疾患患者血清中等にも高率に検出されている｡
さらにRFは免疫グロブリンクラス別にIgM一,
IgA-,IgG-,IgE-RF等としても存在し,その意
義についても研究が進んでいる5ト10)0
日常臨床検査としてのRFの測定方法は時代と
ともに変遷し,種々の担体を用いて,ラテックス
凝集反応 (LFT),受身赤血球凝集反応 (RAHA,
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Waaler-RoseReaction),ゼラチン粒子凝集反応
(RAPA)等による定性,半定量法あるいは､免
疫比濁法 (TIA),免疫比ろう法 (LNA),ラテッ
クス凝集比濁法 (LFTIA)等による微量のRFの
定量も盛んとなって来た｡しかし,これらの方法
はいづれもIgM-RFを主として反映した凝集法
に基づいた方法であるため,IgM-RF以外の免疫
グロブリンクラス別 RF(Ig-RF)についての動態
を把握することは不可能であった｡今回私達は酵
素標識抗体法 (ELISA)により,人血清中の
IgM-,IgA-,IgG-RF値を測定し,日常臨床検査
法として簡便に使用されているラテックス凝集ス
ライ ド法 (RAテス ト)および半定量法である
RAPA法との比較を行い,また人血清中の各免疫
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グロブリン量 (IgM,IgA,IgG)とIg-RF値との
関連性についても考察を行ったので報告する｡
2.材料および方法
健康診断で肝機能検査,尿検査に異常の認めら
れない健常人144例(男子75名,女子69名,20-79
才)およびRF測定依頼のあった患者血清50例を
用いてマイクロプレー トELISA法 (免疫グロブ
リンクラス別 RF測定試薬 ;東洋紡績KK)にて,図
1に示す術式に従って,IgM-,IgA-,IgG-RF値
を測定した｡まず,リン酸緩衝液 (pH 7.2)にて
AntigenofrabbitlgGbindingUtypemicroplate
J
Additionofhumansemm(1:100with0.01MPB.
pH7.2)50ノJL
J
Atroomtemperaturefor1hour
J
Washingwith0.01MPB(pH7.2)for5times
J
PODlabelingAnti-HumanlgM,IgAandlgGAntibody
50JL
J
Atroomtemperaturefor1hour
J
WashingtheMicroplatewith0.01MPB(pH7.2)for
5times
I
AdditionofSubstrate(0-phenylenediamineZHcl)50pL
Atroomtemp,for30minutesinadark
J
Additionofstopsolution(1NH2SO4)100JLL
AndMixingtheplatewithMicroplateMixer
J
Measurethe0.D.at490nmwiththeMicroplatelmmuno
Reader
Fig.1.ProcedureofELISAdetectingRheumatoidfac-
torsateachlmmunoglobulinclass
1:100に希釈した人血清50JJlをU字型マイクロ
プレー トに固定してある牛アルブミンー抗牛アル
ブミン家兎IgG抗体に反応,洗浄 (プレー ト･ウ
オッシャー ;日本インターメッド社)徳,抗人
IgM,IgA,IgGに対するPOD標識抗体と反応後
洗浄し,酵素反応による発色を490nm(イムノリー
タ- ;日本インターメッド社)にて此色し,検量
線より各Ig-RP値 (IU/ml)を求めた｡また患者
血清については,LFTのスライ ド法 (RAテス
ト;協和薬品KK)にて定性反応,RAPA法 (セロ
デイアtRA;富士レビオKK)にて半定量反応を
各々説明書に従って実施した｡さらに患者血清中
の免疫グロブリン量(IgM,IgA,IgG)は,SRID
法 (血渠蛋白定量用免疫拡散法 ;MBL社)にて,
説明書に従い,形成された沈降輪より各々の濃度
(mg/dl)を求めた｡
3.結 果
健常人血清中のIgM-,IgA-,IgG-RF値は対数
正規分布を示し,表1に平均値 (面)と標準偏差
(26)を示した｡健常人血清中の各々のIg-RF
Tab一eL NomalvalueofsemmlgM-,IgA-andlgG
-RheumatoidFactorbyELISA
＼＼て ⅠgM-RF ⅠgA-RF ⅠgG-RFmean 2♂ mean 2♂ mean 2♂
man 9,09 2.24 3.07 0.72 4.21 1.31
(n-75) 36_87 19_09 13ー56
WOman 9,07 2.27 3.56 0.52 3.58 1.06
値は,男子絵平均値と女子絵平均値について,有
意差検定 (Student'sTtest;t検定)を行った
が,いずれのIg-RF値についても男女間では有意
差は認められなかった｡
患者血清については,RAPA法でのRF価
(RAPA価)と各々のIg-RF値について,表2に
相関Egを示した｡Ig-RF値とRAPA価との回帰
式は,y-9.8611Ⅹ+27.4999相関係数 r-0.
9037,IgM-RF値とRAPA価は,y-3.0969Ⅹ+
30.2442 r-0.6956,IgA-RF値とRAPA価は,
y-4.5041Ⅹ+147.5722 r-0.6725で,IgG-RF
とRAPA価との相関が最も高かった｡また,患者
血清中の各Ig-RF値間の相関については,IgM-
RF値とIgG-RF値では,回帰式y-0.3367Ⅹ-
2.3153 r-0.8284,IgA-RF値 とIgG-RF値に
ついては,y-0.4124Ⅹ+ll.1731r-0.6553,
IgM-RF値とIgA-RF値については,y-1.0066
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Table2･Co汀elationdiagramforthetitersofRAPAandlgM,IgAandlgGRheumatoidFactor
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Ⅹ+48.6659 r-0.6276となった｡また,RAPA
価の半定量値別の各々のIg-RF値の平均値(玩)
と標準偏差 (±♂)の値の関係を表3に示した｡
Table3･ThevalueofIgM,IgAandIgGRheumatoid
factorrelationtothetitersofRAPA
蕊 ⅠgM-RF ⅠgA-RF ⅠgG-RFmean ±O. mean. ±♂ mean ±♂
40 22.21 8.83 5.81 6.73 3.34 1.17
80 34.63 27.78 7.96 9.17 8.51 6.99
160 67.40 46.04 19.6519.18 .15.3510.68
320 164.20 33.58 23.6616.23 29.59 24.43
640 180.00100.34105.1278.56 51.67 36.17
RAPA価が1,280Ⅹ以上の検体では,IgM-RF値
は仝例200IU/ml以上,IgG-RF値も全例100IU/
ml以上を示した｡また,ラテックス凝集スライド
法 (定性反応)であるRAテストの結果を,(-)
～(±),(+),(+ト)の3段階に分類し,各々のIg
-RF値の平均値 (面)と標準偏差 (±6)値を表4
に示した｡日常臨床検査として,簡便に利用され
ているRAテストで (+)と判定された場合,今回
⊂) e ⊂) ⊂) ⊂⊃ ⊂〉
一寸 03 ､.LI CV -寸 co
r ryl ､o rv
私達が測定 したELISA法でのIgMIRF値の両
は,52.79IU/ml,IgA-RF値の面は,25.54IU/
ml,IgG-RF値の面が,17.00IU/mlとなったO同
様にRAテスト(≠)の場合のIgM-RF値 (面)
は､134･43IU/ml. gA-RF値(面)は,48･53IU/
ml,IgGIRF値 (面)が,44.58IU/mlとなったo
Table4･ThevalueofIgM,IgAandIgGRheumatoid
factorrelationtotheresultofLatexaggluti-
nation
憲二 ⅠgM-RF ⅠgA-RF ⅠgG-RFmean ±♂ mean ±O. mean ±♂
-～十 16.09 14.50 8.14 4,24 3.18 2.87
1+ 52.7953.83 25.54 43.65 17.00 25.80
患者検体50例中30例については,さらに血清中
の免疫グロブリン量 (IgM,IgA,IgG)を測定
し,各Ig-RF値 との関係の回帰式 と相関係数
(r:correlationcoefficient)を表5に示した｡
患者血清中のIgM-RF値とIgM 濃度のr-0.16,
IgA-RF値とIgA濃度のr-0.26,IgG-RF値と
IgG濃度のrニー0.02といずれも相互には相関が
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なかった｡
Tab一e5.RelationtotheRFImmunoglobulinclasses
andeachlmmunoglobulininhumansera
Relation RegressiVeEXpression correlationefficient(r)
ⅠgMtoⅠgM-RF y-0.253Ⅹ+240.6 0.16
ⅠgAtoⅠgA-RF y-0.704Ⅹ+325.9 0.26
4.考察および結語
リウマチ因子の検出･測定は,1987年改訂の
ARA (AmericanRheumatism Association)に
よるRA診断基準7項目中の1つに位置づけら
れ1),本邦においても,従来より実施されて来た
RAテスト,Waaler-Rose反応等により,患者血
清中や関節液中に出現しているRFの力価を指標
に,リウマチ性疾患の診断,治療方針の決定に用
いられて来た｡近年では,さらに日常臨床検査室
においては,多数の検体のRF価を測定する為に,
器械化が進み,TIA法,LNA法,LFTIA法等を
用いたRFの定量化 (IU/ml,U/ml)が実施され
ている12)｡しかし,これら器械化導入にともなって
用いられるRF測定試薬の使用抗原が,人由来の
IgGや家兎由来のIgG等と本邦でもRFの反応
性には,使用方法による差異が大きく13)･14),現在,
RF価測定の標準化が検討,進行中である｡
今回,私達は家兎IgGを抗原に用いたRF価･
RF値の測定方法として,RAPA法,ELISA法を
用い,さらに人由来のIgGをLatexに吸着させた
抗原を用いたRAテストでの定性反応を実施し
て,患者血清中のRF価を測定した｡RAPA価と
ELISA法で測定したIgG-RF値とは最も相関が
高 く,またELISA法で測定した患者血清中の
IgM-RF値とIgG-RF値も高い相関を示してい
たことより,従来から述べられて来た凝集法は,
IgM-RF値のみを反映するのではなく,ELISA
法で測定した結果IgG-RF値をも反映している
ことが考えられる｡また,病態と各Ig-RF値につ
いてもすでに報告されている様にIgG-RF高値
例には悪性の慢性関節リウマチ (MRA)患者が多
く,IgA-RF高値例には､シェーグレン症候群
(SjS)患者例が多いとの報告もある｡また,今回
私達が測定した50例の患者血清中の2例に,IgA-
RFが200IU/mlを越すものがあり,これはIgM-
RF,IgG-RF値とは一定の相関を有していなかっ
たことより,何らか通常のRFが出現する病態で,
時期が異なった場合をとらえているのではないか
と興味が持たれた15)0
また,ELISA法で測定 したIgM-RF,IgA-
RF,IgG-RF各々について,同一患者血清中の免
疫グロブリン量 (IgM,IgA,IgG)との相関をみ
ると,これらには,相互に相関がみられなかった
ことより,ELISA法により測定された各々のIg-
RFは,RF独自の測定意義を有していることも解
った｡従って,従来法のRAテスト等でRFの検
出がされ得ないseronegative16)な例等について,
今回私達が用いたELISA法により,IgM-RF,
IgA-RF,IgG-RF値を日常臨床検査室にて測定
することにより,未解明のリウマチ性疾患の病態,
治療方針の指標として何らかの新しい情報手段と
なることが期待される｡
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